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ΠΕΡΙΛΗΨΗ
Το κολλαγόνο είναι η πιο άφθονη δομική πρωτεΐνη στα οστά, στο χόνδρο, στους 
τένοντες και στους συνδέσμους σε ποσοστό 50% έως 90%. Οι τρεις επικρατέστεροι 
τύποι κολλαγόνου είναι ο τύπος I, II και III. Το κύριο συστατικό του είναι το 
αμινοξύ γλυκίνη, σε ποσοστό 33%. Στην παρούσα εργασία εφαρμόστηκαν 
υπέρηχοι χαμηλής έντασης (LiUS) στους τένοντες του Oryctolagus cuniculus και 
πραγματοποιήθηκε ανάλυση των προϊόντων της RT-PCR με σκοπό την 
ποσοτίκοποίηση της έκφρασης των γονιδίων του κολλαγόνου τύπου I στην ομάδα 
θεραπείας σε σχέση με την ομάδα ελέγχου. Οι LiUS ευοδώνουν την επούλωση 
τενόντων των συνδέσμων, καθώς και τη διαδικασία της πώρωσης των 
καταγμάτων. Ωστόσο, ο ακριβής μηχανισμός αλληλεπίδρασης LiUS με τους 
ζωντανούς ιστούς καθώς και ο μηχανισμός επιτάχυνσης της επούλωσης των 
ιστών δεν έχει πλήρως διευκρινιστεί. Έπεσα, μελετήσαμε την έκφραση του μορίου 
του tRNAG‘y σε σχέση με το κολλαγόνο και παρατηρήσαμε μια σημαντική αύξηση 
του tRNAGIT ιδίως από την πέμπτη μέχρι την δέκατη τέταρτη μέρα θεραπείας. 
Αυτό το γεγονός οφείλετε στην επαναλαμβανόμενη παρουσία της γλυκίνης 
(κάθε τρία αμινοξέα) στα μόρια του κολλαγόνου. Τέλος, ιδιαίτερα σημαντικό ρόλο 
φαίνεται να παρουσιάζει η γλυκίνη και στο βακτήριο Staphylococcus aureus. To 
κυτταρικό του τοίχωμα αποτελείται από γραμμικές αλυσίδες πεπτίδογλυκάνης, 
που χαρακτηρίζονται από εναλλασσόμενες ομάδες Ν-ακετυλογλυκοζαμίνης και 
L-ακετυλομουραμικού οξέος. Ol αλυσίδες γλυκάνης ενώνονται μεταξύ τους με 
ένα πενταπεπτίδιο γλυκίνης. Στη παρούσα εργασία δείξαμε πως εκτός από τα 
τέσσερα γονίδια που κωδικοποιούν το μόριο του tRNAG’y του St. aureus εκφράζεται 
και ένα ψευδογονίδιο που κωδικοποιεί tRNAG'y.
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Abstract
Collagen is the most abundant structural protein in bones, cartilage, tendons and 
cruciate ligaments. There are three dominant types of collagen, type I, II and ΠΙ. 
Collagen consists of 33% glycine, which is its main amino acid. We applied low- 
intensity pulsed ultrasound (LiUS) in tendons of Oryctolagus cuniculus, in order to 
correlate the quantification of the expressed genes of collagen type I in study group 
and in control group, by using semi-quantitive RT-PCR. LiUS enhanced the healing 
rate of the tendon graft-bone interface in rabbits. The exact mechanism of action 
between LiUS and living tissue, as well as the mechanism of accelarating tissue 
healing are still unclear. Meanwhile, we correlated the expression level of both 
tRNAG‘y and collagen, where we observed a significant increase of tRNAG1y especially 
between fifth and fourteenth day of therapy. This is explained by the repeated 
presence of glycine - every three amino acids - in collagen molecules. Finally, glycine 
seems to have an important role in St. aureus. Its cell wall consists of 20 or more layers 
of linear glycan chains with alternating units of N-acetylglucosamine (GlcNAc) and N- 
aceiylmuramic acid (MurNAc). A pentaglycine inter-peptide connects tire linear 
glycan, chain. In the present study, we showed that apart from the fourth tRNAG1y. 
coding genes in Staphylococcus aureus, there is also a pseudogene encoding tRNAG1>'.
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1.ΕΙΣΑΓΩΓΗ
1.1 tRNA και πρωτεϊνοσύνθεση
Η σύνθεση των πρωτεϊνών από ένα αγγελιοφόρο μόριο RNA (mRNA) 
αποτελεί μία από τις σημαντικότερες διαδικασίες του κεντρικού δόγματος της 
βιοχημείας αφού από αυτήν εξαρτάται κατά ένα μεγάλο βαθμό η βιωσιμότητα 
των κυττάρων. Η σύνθεση των πρωτεϊνών επιτυγχάνεται με την αναγνώριση 
μιας συγκεκριμένης τριπλέτας κωδικονίου στο mRNA από μία αντίστοιχη 
συμπληρωματική τριπλέτα αντικωδίκονίου που αποτελεί τμήμα ενός μορίου 
tRNA. To tRNA είναι ένα μικρό μόριο (έχει μήκος 73-95 νουκλεοτιδικές βάσεις) και 
χαρακτηρίζεται από δύο βασικές ιδιότητες: (α) φέρει ομοιοπολικά προοδεμένο ένα 
αμινοξύ και (β) περιέχει μία συγκεκριμένη αλληλουχία, το αντίκωδικόνιο, που 
είναι'■'Συμπληρωματικό του κωδικονίου του mRNA. Όλα τα μόρια tRNA 
εμφανίζουν την ίδια γενική εικόνα δευτεροταγούς δομείς, η οποία μοιάζει με 
τριφύλλι (cloverleaf structure). Η δευτεροταγής δομή ενός μορίου tRNA 
αλόΐέλείται από πέντε βραχίονες (arms) και τρεις θηλιές-(loop). Ο αμινοξικός 
βραχίονας (acceptor sterm) σχηματίζεται από τις 7 πρώτες και τις 8 τελευταίες 
βάσεις του μορίου. Ο D βραχίονας (D arm) και η D θηλιά (D Loop) παίρνουν το 
όνομα τους από την παρουσία της τροποποιημένης βάσης διυδροουριδίνης. Ο D 
βραχίονας έχει τυπικό μήκος τεσσάρων ζευγών βάσεων (θέσεις 10-13 και 22-25). 
Το μήκος της D θηλιάς ποίκίλει από 7 έως 11 βάσεις (εικόνα ΙΑ ).
Ο βραχίονας του αντικωδίκονίου (anticodon arm) και η θηλιάι του 
αντικωδίκονίου (anticodon Loop) αποτελούνται από 5 και 7 ζεύγη βάσεων 
αντίστοιχα. Τα τρία κεντρικά νουκλεοτίδια της θηλιάς σχηματίζουν το 
αντίκωδικόνιο (εικόνα 1Β). Επίσης, ο TψC βραχίονας (Ti|;C arm, i];=pseudouridine) 
και η ΤψΌ θηλιά (Tij;C Loop) έχουν μήκος 5 και 7 ζεύγη βάσεων αντίστοιχα (εικόνα 
ΙΑ ). Τέλος, μεταξύ του Ti|>C βραχίονα και του βραχίονα του αντικωδίκονίου 
μεσολαβεί ο επιπρόσθετος βραχίονας (extra arm) του οποίου το μήκος ποίκίλει 
σημαντικά.
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Η τραοταγής δομή του tRNA μορίου δεν φέρει το σχήμα τριφυλλιού, αλλά 
μοιάζει με το κεφαλαίο λατινικό γράμμα L ανεστραμμένο (L-μορφή). Η δομή 
αυτή είναι ιδιαίτερα συμπαγής και βασίζεται σε δεσμούς υδρογόνου. 
Συγκεκριμένα, αποτελείται από δύο διπλές έλικες σε ορθή γωνία μεταξύ τους. Η
Εικόνα 1: (Α) Δευτεροταγής δομή ενός τυπικού μορίου tRNA. Ο αμινοζικός βραχίονας 
αντιστοιχεί στο κόκκινο και γαλάζιο χρώμα, ο D βραχίονας και η D θηλιά με ροζ, ο Ti|>C 
βραχίονας και η Ti[>C θηλιά με μπλε , ενώ με πράσινο ο αντικωδικός βραχίονας και η θηλιά. 
(Β) Δευτεροταγής δομή ενός τυπικού tRNA μορίου. Χαρακτηριστική η περιοχή του 
αντ ικωδ ικο ν ίου.
πρώτη περιλαμβάνει τον αμινοξικό και τον TihC βραχίονα και η άλλη τον D 
βραχίονα και τον βραχίονα του αντ ικωδ lkov ίου. Η θέση, στην οποία προσδένεταί 
το κωδικόνίο και έχει σημαντικό ρόλο στην πρωτεϊνοσύνθεση βρίσκεται στη βάση 
του ανεστραμμένου L (εικόνα 2).
Η μετάφραση περιλαμβάνει τρία στάδια: 1) τη σύνδεση των αμινοξέων με 
τα tRNA μόρια, 2) τη μεταφορά των aa-tRNA στο ριβόσωμα με τη βοήθεια του 
παράγοντα επιμήκυνσης EF-Tu και 3) τη δημιουργία πεπτιδικού δεσμού μεταξύ 
των αμινοξέων (εικόνα 3). Το πρώτο στάδιο που είναι και το πιο σημαντικό και 
περιλαμβάνει την αντίδραση της αμίνοακυλίωσης του μορίου tRNA με το 
κατάλληλο αμινοξύ, καταλύεταί από μια οικογένεια ενζύμων γνωστών ως 
αμινοάκυλο-tRNA συνθετάσες (aminoacyl-tRNA synthetase, AARS).
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Το πρώτο στάδιο, που είναι και το πιο σημαντικό και περιλαμβάνει την 
αντίδραση της αμινοακυλίωσης του μορίου tRNA με το κατάλληλο αμινοξύ, 
καταλύεται από μια οικογένεια ένζυμων γνωστών ως αμινοάκυλο-tRNA συνθε-
Εικόνα 2: Τριτοταγής δομή ενός τυπικού tRNA μορίου (L - μορφή). Χαρακτηριστική η 
περιοχή του αντικωδικονίου.
τάσες (aminoacyl-tRNA synthetase, AARS). Η διεργασία αυτή περιλαμβάνει την 
εστεροποίηση της καρβοξυλομάδας ενός και μόνο συγκεκριμένου αμινοξέος με 
την υδροξυλομάδα της αδενίνης στο 3'CCA άκρο του μορίου tRNA [Ibba Μ. et al., 
2000]. Συγκεκριμένα, πρόκειται για μια αντίδραση δύο σταδίων κατά την οποία 
στο πρώτο στάδιο η αμινοάκυλο-tRNA συνθετάση ενεργοποιεί το αμινοξύ με την 
κατανάλωση δύο δεσμών υψηλής ενέργειας (ΑΤΡ ς=> AMP + PPi) και κατά το 
δεύτερο στάδιο το ίδιο ένζυμο μεταφέρει το ενεργοποιημένο αμινοξύ στο tRNA. 
Στη συνέχεια, το αμινοακυλιωμένο tRNA δεσμεύεται από τον παράγοντα 
επιμήκυνσης EF-Tu μαζί με ένα μόριο GTP [Sprinzl Μ. et al., 1994]. Η δημιουργία 
αυτού του συμπλόκου είναι απαραίτητη για τη δέσμευση των αμινοακυλίωμένων 
μορίων tRNA στο ριβόσωμα, όπου η τρσιλέτα του αντικωδικονίου στο μόριο του 
tRNA [Soli D. et al., 1995] θα αναγνωρίσει και θα συνδεθεί με το κατάλληλο 
κωδίκόνίο του mRNA, ούτως ώστε να προχωρήσει η διαδικασία της 
πρωτ ε'ίνοσύ ν θ εση ς.
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αμινοξέα ΛμινοακυΛο-tRNA συνθετάσες iRNA
£ jAAcm-tRNA VΎ»^'J-'-JA
nr »i in
ριβόσίυμΛ
Εικόνα 3: Σχηματική αναπαράσταση του μηχανισμού της μετάφρασης. Αρχικά, τα αμινοξέα 
αμινοακυλιώνονται με τα αντίστοιχα μόρια t-RNA από τις κατάλληλες αμινοάκυλο-tRNA 
συνθετάσες. Στη συνέχεια, τα αμινοακυλιωμένα-tRNA μεταφέρονται με τη βοήθεια του 
παράγοντα επιμήκυνσης EF-Tu στο ριβόσωμα για τη δημιουργία του πεπτιδικού δεσμού.
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1.2 Κολλαγόνο και κολλαγόνο τύπου I
Το κολλαγόνο είναι μία οικογένεια ινωδών πρωτεϊνών της εξωκυττάριας 
ουσίας που εμφανίζεται σε όλους τους πολυκύτταρους οργανισμούς. Είναι η πιο 
άφθονη πρωτεΐνη των θηλαστικών και αποτελεί το ένα τέταρτο της συνολικής 
πρωτεΐνης του οργανισμού. Το κολλαγόνο αποτελεί το κύριο συστατικό των 
τενόντων και των συνδέσμων, αντιστοιχεί στο 65-80% του ξηρού βάρους τους.
Η βασική δομική μονάδα του κολλαγόνου είναι το τροποκολλαγόνο, το 
οποίο έχει μοριακή μάζα 285 kd περίπου και αποτελείται από τρεις 
πολυπεπτιδοτές αλυσίδες τύπου α ίδιου μεγέθους. Κάθε μία από τις τρεις 
αλυσίδες αποτελείται από 1000 αμενοξέα περίπου και έχει ελατοείδή διαμόρφωση. 
Η αλληλουχία των αμινοξέων στο ώριμο κολλαγόνο παρουσιάζει μία 
ιδιαιτερότητα. Σχεδόν κάθε τρίτο αμινοξύ είναι γλυκίνη και εμφανίζεται συχνά η 
αλληλουχία Gly-Pro-X (όπου Χ= υδροξυπρολίνη ή υδροξυλισίνη). Ol τρεις 
ελικοειδείς α αλυσίδες περίελίσσονται η μία γύρω από την άλλη δημιουργώντας 
ένα ινίδιο κολλαγόνου. Η τριπλή έλικα κολλαγόνου σταθεροποιείται με δεσμούς 
υδρογόνου που δη μιουργούντα ι μεταξύ των τριών α αλυσίδων. Έτσι το μόριο του 
κολλαγόνου έχει επιμήκη, άκαμπτη δομή τριπλής έλικας (εικόνα 4).
Το κολλαγόνο είναι ιδιαίτερα πλούσιο σε προλίνη και γλυκίνη και περιέχει 
υδροξυπρολίνη ή υδροξυλισίνη, τροποποιημένα αμινοξέα που βρίσκονται σε πολύ 
λίγες άλλες πρωτεΐνες. Η προλίνη και η γλυκίνη παίζουν σημαντικό ρόλο στο 
σχηματισμό της τριπλής έλικας κολλαγόνου. Η προλίνη εξαετίας της ιμινομάδας 
της σταθεροποιεί την ελικοείδή διαμόρφωση κάθε α αλυσίδας συμβάλλοντας στο 
σχηματισμό δεσμών υδρογόνου. Η γλυκίνη επειδή είναι το μικρότερο αμινοξύ (η 
πλευρική της αλυσίδα αποτελείται από ένα μόνο άτομο υδρογόνου) συναντάταί 
κάθε τρία κατάλοιπα στην κεντρική περιοχή της α αλυσίδας στο εσωτερικό της 
τριπλής έλικας, όπου υπάρχει πολύ λίγος χώρος. Η γλυκίνη με τον τρόπο αυτό 
επιτρέπει στις α αλυσίδες να πλησιάζουν τόσο κοντά η μία στην άλλη με 
αποτέλεσμα να στοιβάζονται στενά μεταξύ τους σχηματίζοντας το ώριμο 
υπερελικωμένο μόριο (εικόνα 4).
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Μέχρι τώρα έχουν αναγνωριστεί περίπου 25 διαφορετικές α αλυσίδες 
κολλαγόνου και κάθε μία κωδικοποιείται από ξεχωριστό γονίδιο. Σε 
διαφορετικούς ιστούς εκφράζονται διαφορετικοί συνδυασμοί αυτών των γονιδίων. 
Έχουν βρεθεί όμως μόνο 20 τύποι κολλαγόνου παρόλο που οι πιθανοί συνδυασμοί 
των 25 αυτών α αλυσίδων ξεπερνούν τους 10000 τύπους κολλαγόνου. Οι 
κυριότεροι τύποι κολλαγόνου που ανευρίσκονται στο συνδετικό ιστό είναι ο τύπος 
I, II, ΙΠ, V, και XI (πίνακας 1).
Εικόνα 4: Δομή Κολλαγόνου. (Α) Δευτεροταγής δομή της α αλυσίδας κολλαγόνου. 
Εμφανίζεται συχνά η αλληλουχία Gly-Pro-HyPro. (Β) Μοντέλο πλήρωσης χώρου της ίδιας 
αλυσίδας. (Γ) Δεξιόστροφη περιελίκωση τριών α αλυσίδων (γκρι, γαλάζιο, μπλε). (Δ) Ωριμο 
υπερελικωμένο μόριο κολλαγόνου. Η γλυκίνη απεικονίζεται με κόκκινο και λόγω του μικρού 
μεγέθους της επιτρέπει στις α αλυσίδες να αλληλεπιδρούν στενά μεταξύ τους.
Το κολλαγόνο είναι υπεύθυνο για τη λειτουργική ακεραιότητα και το 
δομικό πλαίσιο των τενόντων και των συνδέσμων. Αυτό οφείλεται στη μοναδική 
στερεοχημίκή δομή και την ικανότητα του κολλαγόνου να σχηματίζει 
ομοιοπολικούς ενδομοριακούς και διαμοριακούς δεσμούς με σταυροσυνδέσμους 
(crosslinks). Οι σταυροσυνδεδεμένες ίνες κολλαγόνου (crosslinks collagen fibers) 
καθιστούν τους ιστούς αυτούς σταθερούς και προσδίδουν σε αυτούς μεγαλύτερη 
αντοχή στον εφελκυσμό (tensile strength) και ιξωδοελαστίκότητα (viscoelasticity). 
Ωστόσο ol δύο αυτοί ιστοί έχουν διαφορετικό διάγραμμα έκλουσης λόγω των 
διαφορετικών φυσικοχημικών τους ιδιοτήτων. Ol τένοντες περιέχουν σχετικά
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μεγάλο ποσό υδροξυλυσινονορλευκίνης (Hydroxylysinonorleucine - HLNL) και 
μικρό ποσό δαιδροξυλυσινονορλευκίνης (dihydroxylysinonorleucine -DHNL) ενώ 
αντίθετα οι σύνδεσμοι περιέχουν μικρή ποσότητα HLNL και μεγάλη ποσότητα 
DHNL και έχουν υψηλότερο λόγο DHNL/HLNL σε σχέση με τους τένοντες.
r
Τύπος Σύνθεση
λ
Κατανομή
I Γαΐωΐ2α2ίΏ δέρμα, οστά, τένοντες.
σύνδεσμοι, κερατοειδής χιτώνας
II [αΙ(ΙΙ)] χόνδρος, μεσοσπονδύλιοι δίσκοι
υαλώδες σώμα
III [αΙ(ΙΙΙ)] δέρμα, αιμοφόρα αγγεία
εσωτερικά όργανα
V [al(V)]2a2(V) &
al(V)a2(V)a3(V) όπως τύπος I
XI al (ΧΙ)α2(ΧΙ)α3(ΧΙ) όπως τύπος II
V __/
Πινακα€ 1: Κυριότεροι τύποι κολλαγόνου
Ο φυσιολογικός ΠΧΣ αποτελείταί από δεσμίδες ινών κολλαγόνου κυρίως 
κολλαγόνου τύπου I και μικρότερη ποσότητα κολλαγόνου τύπου III. Κατά την 
επούλωση των συνδέσμων έχει παρατηρηθεί ότι στην πρώιμη φάση παράγεται 
μικρή ποσότητα κολλαγόνου τύπου I και αυξάνεται η σύνθεση κυρίως του 
κολλαγόνου τύπου III. Στην τελική φάση της επούλωσης, κατά την ωρίμανση του 
κολλαγόνου, η αναλογία κολλαγόνου τύπου I και III επανέρχεται σε φυσιολογικά 
επίπεδα.
Το κολλαγόνο υφίσταται αλλαγές τόσο στη συγκέντρωση καθώς και στις 
βιοχημικές ίδιότητές του κατά τη διαδικασία της συνδεσμοποίησης του τενοντίου 
μοσχεύματος στην ανακατασκευή του ΠΧΣ. Η σύνθεση του κολλαγόνου κατά τη 
συνδεσμοποίηση πιθανότατα δίεγείρεταί από αυξητικούς παράγοντες (κυρίως 
TGF-βι) [Yamazaki et al.] που απελευθερώνονται από τους ενοβλάστες καθώς και 
από τις μηχανικές δυνάμεις που ασκούνται συμβάλλοντας στην ωρίμανση του 
κολλαγόνου και την καλύτερη ενσωμάτωση του τενοντίου μοσχεύματος στο 
οστούν.
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1.2.1 tRNAG,y και κολλαγόνο
Μελέτες σε ιστούς που συνθέτουν κολλαγόνο τύπου I δείχνουν ότι αυτοί οι 
ιστοί αυξάνουν την χρήση των μορίων tRNAG1y, σε σχέση με αυτούς που δεν 
συνθέτουν [Ouenzar Β. et al, Christner et al]. Τα αυξημένα επίπεδα του tRNAG|y 
οφείλονται στην ποσοτική υπεροχή του αμενοξέος της γλυκίνης (Gly) στο μόριο 
του κολλαγόνου τύπου I, αφού όπως προαναφέρθηκε αντιπροσωπεύει το ένα 
τρίτο των αμινοξέων στη τριπλή έλικα του κολλαγόνου. Υπάρχουν τέσσερα 
κωδίκόνια ειδικά για το μόριο της γλυκίνης. Παρόλο αυτά, συγκρίσεις συχνότητας 
εμφάνισης των κωδατονίων γλυκίνης στα γονίδια μεταξύ κολλαγονούχων και μη 
κολλαγονούχων ιστών έδειξαν ότι στους μη κολλαγονούχους ιστούς τα κωδίκόνια 
GGU και GGC αντιπροσωπεύουν το 62% των κωδικονίων γλυκίνης, ενώ στους 
ιστούς που συνθέτουν κολλαγόνο αντιπροσωπεύουν το 89%. Αρα, συμπεραίνουμε 
πως τα κύρια κωδίκόνια γλυκίνης είναι τα GGC./U [Leboy PS. et al. (1987)].
1.3 lRNAGiy του Staphylococcus aureus
To κυτταρικό τοίχωμα του Staphylococcus aureus αποτελείται κυρίως από 
πεπτιδογλυκάνες [Rogers et al. (1980b)]oL οποίες προστατεύουν το βακτήριο από 
αλλαγές τις οσμωτπκής πιέσεως και καθορίζουν το τελικό σχήμα του. Αποτελείται 
από είκοσι ή και περισσότερες στρώσεις γραμμικών αλυσίδων γλυκάνης που 
έχουν εναλλασσόμενα μόρια Ν-ακετυλογλυκοζαμίνης (GlcNAc) και Ν- 
ακετυλομουραμίκού οξέος (MuNAc) [Snowden and Perkins, 1990; Henze et al., 
1993)] (εικόνα 5). To καρβοξυλίκό άκρο του Ν-ακετυλομουραμικού οξέος 
αποτελείται από το πενταπεπτίδιο L-Ala-D-iGlu-L-Lys-D-Ala-D-Ala. Δύο 
γειτονικές αλυσίδες πεπτιδογλυκάνης ενώνονται μεταξύ τους με ένα 
ιντερπεπτίδιο πενταγλυκίνης που συνδέει την πέμπτη αμινοομάδα της L-Lys με 
την D-Ala στην θέση 4 της γειτονικής αλυσίδας (εικόνα 5). Ο σχηματισμός του 
ιντερπεπτιδίου πενταγλυκίνης καταλύεται από ειδικές πρωτεΐνες, τις 
πεπτιδυλοτρανσφεράσες FemABX. Η FemX καταλύει την μεταφορά της πρώτης 
γλυκίνης στο πενταπεπτίδιο [Schneider Τ et al, 2004 ], η FemA την μεταφορά των
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δύο ενδιάμεσων γλυκινών καί η FemB τις δύο τελευταίες (εικόνα 5). Το 
ιντερπεπτίδιο παίζει σημαντικό ρόλο στην έκφραση ανθεκτοτότητας του 
βακτηρίου στο αντιβιοτικό μεθικιλλίνη και επίσης αποτελεί θέσεις σύνδεσης για 
ποικίλες πρωτεΐνες του κυτταρικού τοιχώματος [Perry et al. 2002; Rorher et al., 
2003]. Στο Staphylococcus aureus υπάρχουν τέσσερα γονίδια που κωδικοποιούν 
μόρια tRNAG1y και ένα ψευδογονίδιο. Οι FemABX χρησιμοποιούν ως δότες μορίων 
tRNAQy το glycyl-tRNA, ενώ τα μόρια tRNAG|y που συμμετέχουν στο σχηματισμό 
της γέφυρας πενταγλυκίνης έχουν καθαρά δομικό χαρακτήρα και δεν 
συμμετέχουν στην πρωτεινοσύνθεση.
-GlcNAc - MurNAc-
Ψ
L-Ala
I
D-G1u(NH2) 
L-Lys (εΝΗ2)
i
D-Ala
I
(D-Ala)
FsmX FemA FemB
Gly Gly-Gly Gly-Gly D-Ala
*
L-Lys (dVH2)
D^G1u(NH2)
*
L-Ala
-GlcNAc - MurNAc-
Εικόνα 5: To κυτταρικό τοίχωμα του Staphylococcus aureus. Δύο γειτονικές πεπτιδογλυκάνες 
ενώνονται μεταξύ τους με μία εσωτερική γέφυρα πενταγλυκίνης. Οι 
πεπτιδυλοτρανσφεράσες FemABX καταλύουν τη δημιουργία της γέφυρας.
14
Institutional Repository - Library & Information Centre - University of Thessaly
08/12/2017 06:05:08 EET - 137.108.70.7
2. Σκοπός Εργασίας
Σκοπός αυτής της μελέτης είναι ο έλεγχος και η αξιολόγηση της έκφρασης 
του μορίου tRNAG1y σε αυξημένα επίπεδα κολλαγόνου τύπου I που προέκυψαν 
από τη δι-οστική εφαρμογή υπερήχων χαμηλής έντασης (LiUS) στους τένοντες 
του Oryctolagus cuniculus καθώς και στην έκφραση του στο βακτήριο Staphylococcus 
.aureus. Έτσι, μπορούμε να μελετήσουμε το ρόλο του tRNAG1y τόσο στην 
πρώτε ινοσύν θέση σημαντικών πρωτεϊνών που παίζουν ρόλο στη διαδικασία της 
συνδεσμοποιήσης στους ανώτερους οργανισμούς, όπως στο Oryctolagus cuniculus. 
Το μόριο του tRNAG'y παίζει σημαντικό ρόλο και στους προκαρυωτητόυς 
οργανισμούς και ιδιαιτέρα στο βακτήριο Staphylococcus aureus. Το κυτταρικό 
τοίχωμα του Staphylococcus aureus αποτελείται κυρίως από πεπτιδογλυκάνες. Δύο 
γειτονικές αλυσίδες πεπτιδογλυκάνης ενώνονται μεταξύ τους με ένα 
απερπεπτίδιο πενταγλυκίνης. Στο Staphylococcus aureus υπάρχουν τέσσερα γονίδια 
που κωδικοποιούν μόρια tRNAG‘y και ένα ψευδογονίδιο. Επομένως, σκοπός αυτής 
της μελέτης είναι να εξακριβώσει αν το ψευδογονίδιο εκφράζεται, καθώς icaL το 
ρόλο που παίζει στη σύσταση του κυτταρικού τοιχώματος του βακτηρίου.
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3. Υλικά και Μέθοδοι
Όλες οι πειραματικές μελέτες εκπονήθηκαν στο εργαστήριο Λειτουργικής 
Βιοχημείας, Τμήματος Βιοχημείας και Βιοτεχνολογίας Πανεπιστημίου Θεσσαλίας.
3.1 Ζωικό μοντέλο μελέτης
Στη μελέτη χρησιμοποιήθηκαν συνολικά 28 λευκά κουνέλια Νέας 
Ζηλανδίας σκελετικά ώριμα (>3 μηνών), βάρους 3.0 - 3.5 kg και κάθε κουνέλι 
παρέμενε σε χωριστό κλουβί. Σε όλα τα κουνέλια πραγματοποιήθηκε αναισθησία 
με ενδομυϊκή έγχυση 5mg κεταμίνης, 3 mg μιδαζολάμης και lmg ατροπίνης (1%) 
και στη συνέχεια και τα δύο πόδια ξυρίστηκαν και. προετοιμάστηκαν για 
χειρουργική επέμβαση με αποστειρωμένη τεχνική (10% povidone-iodine). Σε όλα 
τα κουνέλια και στα δύο γόνατα πραγματοποιήθηκε πλαστική αποκατάσταση 
προσθίου χιαστού συνδέσμου με ανοικτή μέθοδο με τενόντιο μόσχευμα. Μετά 
από μέση παραεπιγονατιδίκή τομή και υπό άσηπτες συνθήκες ανοίχθηκε η 
άρθρωση του γόνατος και ακολούθησε πλήρης εκτομή του ΠΧΣ. Ο τένοντας του 
ιιακρού εκτείνων τους δακτύλους μυός, χρη σιμό ποιήθηκε ως τενόντιο μόσχευμα, 
αναγνωρίστηκε μετά από ανατομικό διαχωρισμό και ακολούθησε διατομή του 
στο άπω όριο της μυοτενοντώδους συνένωσης ενώ η εγγύς πρόσφυσή του στο 
μηριαίο παρέμεινε ανέπαφη. Το οστίκό τούνελ στην κνήμη δημιουργήθηκε με 
χειροκίνητο τρυπάνι με φρέζα διαμέτρου 2.5mm από το αποτύπωμα - σημείο 
κατάφυσης του φυσιολογικού ΠΧΣ με λοξή φορά και σημείο εξόδου στο πρόσθιο- 
πλάγίο τμήμα της εγγύς κνήμης. Στο άπω άκρο του τενοντίου μοσχεύματος 
τοποθετήθηκαν ράμματα και στη συνέχεια το μόσχευμα εισέρχονταν από την 
ενδοαρθρική πλευρά του τούνελ και έλκονταν εντός του οστικού τούνελ της 
κνήμης και καθηλώνονταν με τα ράμματα του άπω άκρου σε φλοιώδη βίδα με το 
γόνατο σε κάμψη 30°. Η φλοιώδης βίδα 10mm τοποθετήθηκε οριζόντια στην 
κνήμη ακριβώς κάτω από το σημείο εξόδου του οστικού τούνελ. Η μελέτη 
σχεδιάστηκε με επικέντρωση μόνο στο οστίκό τούνελ στην κνήμη και δεν 
δημιουργήθηκε οστίκό τούνελ στο μηριαίο και για το λόγο αυτό το εγγύς τμήμα 
του τενοντίου μοσχεύματος παρέμεινε ανέπαφο. Στη συνέχεια εμφυτεύτηκε ο
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ειδικά κατασκευασμένος υπερηχητικός μετατροπέας επί του οστού, πάνω στο 
περιόστεο της κνήμης, κατά μήκος της επιφάνειας του οστικού τούνελ στην 
κνήμη, ο οποίος καθηλώθηκε με ράμματα μέσω των ειδικών εγκοπών στην πάνω 
επιφάνεια του περιβλήματος του. Ακολούθησε έκπλυση της άρθρωσης του 
γόνατος και σύγκλειση ιστών κατά στρώματα. Κατά τη συρραφή του δέρματος το 
καλώδιο σύνδεσης του υπερηχητικού μετατροπέα με τη συσκευή παραγωγής 
υπερήχων παρέμενε εκτός του δέρματος. Κάθε κουνέλι επέστρεφε στο χωριστό 
κλουβί του και η γενική κατάσταση των κουνελιών καθώς και η κατάσταση του 
τραύματος τοπικά παρακολουθούνταν καθημερινά από κτηνίατρο (Αυτό το 
στάδιο του πειράματος πραγματοποιήθηκε στο πειραματικό χειρουργείο- 
εργαστήριο του Πανεπιστημιακού Γενικού Νοσοκομείου Λάρισας).
Επίσης, για τα πειράματα με προκαρυωτίκούς οργανισμούς 
χρησιμοποιήθηκαν υγρές καλλιέργειες του βακτηρίου Staphylococcus aureus.
3.2 Χαμηλής έντασης υπέρηχοι (Low Intensity ultrasound - LiUS)
Οι χαμηλής έντασης υπέρηχοι (Low Intensity ultrasound - LiUS) αποτελούν 
μια μορφή μηχανικής ενέργειας που μεταβιβάζονται ως υψηλής συχνότητας 
ωστικά ηχητικά κύματα και χρησιμοποιούνται ευρέως στην Ιατρική ως 
διαγνωστικό αλλά και θεραπευτικό μέσο ιδίως στην ιατρική των αθλητικών 
κακώσεων.
Έχει βρεθεί σε πολλές μελέτες βασικών επιστημών, πειραματικές μελέτες 
καθώς καί κλινικές μελέτες, ότι ol LiUS ευοδώνουν την επούλωση τενόντων, των 
συνδέσμων καθώς και τη διαδικασία της πώρωσης των καταγμάτων [Malizos ΚΝ 
et al]. Ωστόσο, ο ακριβής μηχανισμός αλληλεπίδρασης LiUS με τους ζωντανούς 
ιστούς καθώς και ο μηχανισμός επιτάχυνσης της επούλωσης των ιστών δεν έχει 
πλήρως διευκρινιστεί. Φαίνεται ότι η ενέργεια των υπερήχων κατά τη διέλευσή 
τους διαμέσου των ιστών απορροφάται με ρυθμό ανάλογο της πυκνότητας του 
ιστού. Η διαφορά αυτή στην απορρόφηση της ενέργειας των υπερήχων δίνει 
γένεση στο φαινόμενο της «ακουστικής κατευθυνόμενης ροής» (acoustic streaming 
phenomenon) με αποτέλεσμα τη μετακίνηση υγρών διαμέσου διαφόρων
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επιφανειών. Η διαδικασία αυτή πιθανόν προάγει μηχανικά τη μετάδοση 
βιολογικών σημάτων, μηχανοεπαγωγή (mechano transduction), διεγείροντας τον 
πολλαπλασιασμό και διαφοροποίηση των ινοβλαστών, χονδροβλαστών και 
οστεοβλαστών.
Ol LiUS αυξάνουν την αιματική ροή και τη διαπερατότητα της μεμβράνης 
των ινοβλαστών των τενόντων με αποτέλεσμα την αύξηση της συγκέντρωσης του 
ασβεστίου, διεγείροντας μοριακούς μηχανισμούς που συμβάλλουν σε αύξηση του 
ρυθμού σύνθεσης πρωτεϊνών υπεύθυνων για την παραγωγή κολλαγόνου. Σε 
ιστολογοοές και βιοχημικές μελέτες έχει παρατηρηθεί αύξηση της συγκέντρωσης 
κολλαγόνου καθώς και του μεγέθους και της πυκνότητας των ινών κολλαγόνου. 
Επιπλέον, έχει βρεθεί ότι ol LiUS διεγείρουν τον πολλαπλασιασμό των 
ινοβλαστών, μέσω αύξησης της ενσωμάτωσης θυμιδίνης και του περιεχομένου 
DNA. Φαίνεται ότι με την εφαρμογή των LiUS πρώιμα επιτυγχάνεται καλύτερη 
οργάνωση των δεσμίδων κολλαγόνου και επιταχύνεται η επούλωση των 
τενόντων.
•Στην επούλωση των συνδέσμων έχει καταδειχθεί ότι ol υπέρηχοι αυξάνουν 
την αναλογία κολλαγόνου τύπου I και βελτιώνουν την οργάνωση των δεσμίδων 
κολλαγόνου επιταχύνοντας την διαδικασία της επούλωσης, ιδίως στον έσω 
πλάγιο σύνδεσμο του γόνατος.
Σε in vitro μελέτες έχει δείχθεί ότι οι LiUS αυξάνουν τη σύνθεση αυξητικών 
παραγόντων, όπως IGF (Insulin-like growth factor, ινσουλινοείδής αυξητικός 
παράγοντας) και TGF-β [Ling Q. et al]. Φαίνεται ότι ol LiUS ασκούν διαφορετική 
επίδραση στα τρία ισομερή του TGF-β. Έχει παρατηρηθεί ότι σε καλλιέργειες 
οστεοβλαστών ol LiUS αυξάνουν την έκφραση των γονιδίων TGF-βι και TGF^w 
αλλά όχι του TGF^2. Επίσης έχει βρεθεί ότι ol LiUS παρατείνουν την έκφραση του 
γονιδίου TGF-βι επιταχύνοντας με τον τρόπο αυτό την επούλωση των συνδέσμων. 
Οι LiUS εφαρμόζονται συνήθως διαδερμεκά, με τοποθέτηση της σφαιρικής 
κεφαλής του μεταλλάκτη σε άμεση επαφή με το δέρμα και επικεντρωμένο στην 
περιοχή της βλάβης του ιστού (εικόνα 6). Ωστόσο, η διαδερμική εφαρμογή οδηγεί 
σε μεγαλύτερη εξασθένιση του σήματος των υπερήχων εξαετίας της
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απορρόφησής τους από τους παρεμβαλλόμενους μαλακούς ιστούς, η οποία είναι 
ανάλογη της πυκνότητας του ιστού.
Εικόνα 6: Δι-οστική εφαρμογή LiUS σε Λευκά κουνέλια Νέας Ζηλανδίαβ
3.3 Διοστική εφαρμογή υπερήχων χαμηλής έντασης
Στο αριστερό γόνατο όλων των κουνελιών όεν εφαρμόστηκαν διοστικοί 
υπέρηχοι χαμηλής έντασης και αποτελούσαν την ομάδα ελέγχου. Στο δεξί 
γόνατο όλων των κουνελιών εφαρμόζονταν διοστατά υπέρηχοι χαμηλής έντασης 
και αποτελούσαν την ομάδα θεραπείας. Η διοστική εφαρμογή υπερήχων χαμηλής 
έντασης πραγματοποιούνταν καθημερινά από την πρώτη μετεγχειρητική ημέρα 
μέχρι την ημέρα της θυσίας των κουνελιών και η κάθε συνεδρία διαρκούσε 20
Εικόνα 7: Πλαστική ανακατασκευή ΠΧΣ και στα 2 γόνατα με τενόντιο μόσχευμα τον τένοντα 
μακρού εκτείνων τους δακτύλους. Εμφύτευση υπερηχητικού μετατροπέα επί του οστού κατά 
μήκος οστικού τούνελ στην κνήμη, σύγκλειση ιστών κατά στρώματα και παραμονή 
καλωδίου εκτός δέρματος.
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Λεπτά. Κατά τη διάρκεια της συνεδρίας, ο εμφυτευμένος υπερηχητικός 
μετατροπέας συνδέονταν μέσω του καλωδίου του με τη συσκευή η οποία διεγείρει 
το μετατροπέα να παράγει υπερήχους χαμηλής έντασης (εικόνα 6). Το 
εκπεμπόμενο σήμα των υπερήχων αποτελείτε από ριπές ημιτονοείδών κυμάτων 
διάρκειας 200psec, κεντρικής συχνότητας ΙΜΗζ, ρυθμού επανάληψης παλμού 
ΙΚΗζ και μέσης χωρικής και χρονικής έντασης 30mW/cm2.
3.4 Θυσία κουνελιών - Δειγματοληψίες
Τα 28 κουνέλια θυσιάστηκαν σε διαφορετικά χρονικά διαστήματα, μετά 
από 1,2,3,5,7,8,9,12,14,17, 21 ημέρες διοσακής εφαρμογής LiUS. Όλα τα 
πειραματόζωα θυσιάστηκαν με ενδοφλέβια έγχυση θανατηφόρου δόσης 
πεντοθάλης. Μετά τη θυσία, συλλέχθηκαν με χειρουργικό ανατομικό διαχωρισμό 
από κάθε πειραματόζωο δείγματα μοσχευμάτων που βρίσκονταν εντός του 
οστικού τούνελ και από τα δύο γόνατα, ομάδα θεραπείας και ομάδα ελέγχου.
3.5 Απομόνωση RNA
Τα δείγματα ομογενοποιήθηκαν μηχανικά (ομογενοποιητής ULTRA TURAX, ΙΚΑ- 
WERKE) και ακολούθησε απομόνωση ολικού RNA με kit απομόνωσης σύμφωνα 
με το πρωτόκολλο της κατασκευάστρας εταιρίας (Total RNA Isolation kit 
Nucleospin RNA II, MACHEREY-NAGEL). Η διαδικασία απομόνωσης είναι 
βασισμένη στην μέθοδο των Chomczynski και Sacchi στην οποία χρησιμοποιείται 
στο αρχικό στάδιο της ομογενοποίησης ιστού και εκχύλισης νουκλεϊκών οξέων σε 
όξινο φαινολικό διάλυμα θειοκυανικής γουανίδίνης. Συνοπτικά η διαδικασία 
φαίνεται στην εικόνα. Αρχικά περίπου 30 mg από κάθε δείγμα ομογενοποιούνται 
με την προσθήκη 350 μΣ διαλύματος RA1 παρουσία 3.5 μΣ β-μερκαπτοαίθανόλης. 
Το ομογενοποίημα τοποθετείται σε ειδικές στήλες ol οποίες επιτρέπουν το 
φιλτράρισμα του δείγματος μετά από φυγοκέντρηση στις 11000 x g για lmin σε 
θερμοκρασία δωματίου. Το διηθημένο μίγμα μεταφέρεται σε νέους 
αποστειρωμένους σωλήνες eppendorf, στο οποίο προστίθενται 0.350 ml αιθανόλης
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70%. Ακολουθεί δέσμευση του ολικού RNA σε στήλες μικρές χρωματογραφίας και 
ακολουθεί φυγοκέντρηση στις 8000 x g για 30 sec σε θερμοκρασία δωματίου. 
Ακολουθεί απομάκρυνση τυχόν αλάτων με ειδικό διάλυμα (Membrane Desalting 
Buffer, MDB) και επώαση του δείγματος παρουσία ϋΝΑασης I , για 15 min σε 
θερμοκρασία δωματίου. Το βήμα αυτό εξασφαλίζει την ελάχιστη δυνατή 
επίμόλυνση του δείγματός μας με γονιδιωματικό DNA, γεγονός το οποίο θα 
επηρέαζε την τελική ανάλυση των προϊόντων της RT-PCR. Ακολουθούν 
σταδιακές φυγοκεντρήσεις του δείγματος, κατά τις οποίες απομακρύνονται τα 
υποπροϊόντα της πέψης με την ΏΝΑασηςΙ. Τέλος, ακολουθεί
έκλουση του ολικού RNA του δείγματος με ΓΕΟ ελεύθερο ριβονουκλεασών 
(RNase-free ή DEPC-treated water). Κάθε δείγμα RNA που απομονώνεται 
ελέγχεται για τυχαία υδρόλυση μετά από ανάλυση τόσο σε πηκτή αγαρόζης 0,8% 
όσο και σε πηκτή αγαρόζης 1,2% παρουσία φορμαλδεϋδης. Για την ανάλυση των 
δειγμάτων παρουσία φορμαλδεϋδης χρησιμοποιήθηκαν τα παρακάτω διαλύματα:
21
Institutional Repository - Library & Information Centre - University of Thessaly
08/12/2017 06:05:08 EET - 137.108.70.7
f Homogonlzatlon of
■5 rill iply ^ f ‘^j 30 mg 1
2 Col! Lysis I1 350 μ! RA1-3. 5 μ! M-morospioeimmjf J
MU
-J Fi| ip.iM jn s-r iy’j.Sl·?
t=f-
3 Irani 
11 .COP a <j
L
s i?i|M=;i Riii.
Hiiejlilcj cOndiUpn'i
J 5Q |iir ~Q % olh.inol
% IIIi kI PIN A
1"
ΐ
L jl - -o- 3rG &.*&£'
;j| '' ___ * &,&&$ i yj
i EiS'S.ii t ni iiea
nit’inDi’.'iiie
So pi AtO®
3 fSTiiil 
i 1 ,oee a q
7 Cl god: DM A •S5 pi Cflaso reaction miaiuto
RT
1 5 min
•ti Wash and Di y
u lilCfi im?n itircini? 1
I5® AT
s
3»
[ft 1 *· W54h 200 pi EA.S
^ '.-VAfih fill's! jl j Rl.l
3rt ',ν,ΙΐΓι 25C pi RAJ
MS 2111 r a , . , _
ft. 000 a g
«a 2 ΠίϊΙΠι
' . ’ 11.000 a §
9' Bu t€* high ly pin >?
HN A fin |il Η,Γι i'RN%i>T
1 nr4n 
11 .coo a f
Εικόνα 8: Συνοπτική παρουσίαση της απομόνωσης RNA
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RNA Loading Buffer: 500pL Glycerol
2,0pL 0,5M EDTA
400μι 1% Bromophenol
98 pL DEPC - Water
RNA Sample Buffer: l,0mL formamide
350 μι formaldehyde 
200 pL 5 xMOPS 
1,50μΕ Ethidium Bromide
Κάθε δείγμα ολικού RNA φυλάσσεται μετά την απομόνωση στους -80°C για την 
αποφυγή τυχαίας υδρόλυσης.
3.6 Σχεδιασμός εκκινητών
Επιλέχθηκαν για τη μελέτη έκφρασης τρία γονίδια που κωδικοποιούν: TGF-|31, 
κολλαγόνο τύπου I και biglycan. Ως γονίδιο αναφοράς επιλέχθηκε το γονίδιο που 
κωδικοποιεί το 28SrRNA στον υπό μελέτη οργανισμό.
Μετά από μελέτη των διαθέσιμων αλληλουχιών των γονιδίων αυτών από τη βάση 
δεδομένων GenBank του NCBI, δημιουργήθηκαν ομοπαραθέσεις (alignments) με άλλες 
γνωστές αλληλουχίες των γονιδίων αυτών από θηλαστικά (π.χ. ποντίκι, πρόβατο, βόδι). 
Οι ομοπαραθέσεις αυτές υπέδειξαν εξελικτικά συντηρημένες περιοχές για τις οποίες 
σχεδιάστηκαν εκκινητές (primers). Οι αλληλουχίες των εκκινητών φαίνονται στον 
πίνακα 2.
Εκκινητές για το γονίδιο του collagen I (480 bp από 1581 bp)
Forward
GACTTCTACAGGGCTGACCAGCCTC Tm: 60°C
Reverse GCAATGCTGTTCTTGCAGTGGTAGG Tm: 60°C
Εκκινητές ^(ux το γονίδιο του 28S rRNA (lOllbp)
Forward
GGCCGGCAGGTGGTTGGAGT Tm: 62°C
Reverse GGAGTTTGCTGCGATTGCTGAGG Tm: 62°C
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Εκκινητές για το γονίδιο του tRNAGh (SA65TCC2)
Forward
GCGGGTGTATAATGGC Tm: 52,7 °C
Reverse TGATGGGAATCGAACCC Tm: 42,7°C
Εκκινητές για το ψευδόγονιδιο του St.aureus
Forward
GCGGGAGT AGTTC AACTTTT AGAAC Tm: 54 °C
Reverse T GGAGCGGAAGATAGG Tm: 54 °C
Πίνακας 2. Αλληλουχίες των εκκινητών που χρησιμοποιήθηκαν για κάθε μόριο και το 
μέγεθος του τμήματος του γονιδίου που ενισχύεται. Οι αλληλουχίες στις οποίες βασίστηκε ο 
σχεδιασμός των εκκινητών προέρχονται από τα αντίστοιχα τμήματα mRNA ή cDNA από το 
Oryctolagus cuniculus τα οποία έχουν κατατεθεί στην δημόσια βάση δεδομένων GenBank 
(http://www.ncbi.nlm.nih.gov). Η πλήρης αλληλούχηση του γονιδιώματος του Oryctolagus 
cuniculus έχει ολοκληρωθεί από τον Μάϊο 2005 και αναμένεται η συγκρότησή του και η 
πλήρης πρόσβαση από δημόσια βάση δεδομένων (http://www.broad.mit.edu/mammals). Η 
θερμοκρασία υβριδοποίησης των εκκινητών (annealing temperature) ήταν σε όλες τις 
περιπτώσεις 60°C.
3.7 Σύνθεση cDNA - Ενίσχυση των υπό μελέτη γονιδίων
Όλα τα δείγματα ολικού RNA φωτομετρούνται για τον προσδιορισμό της 
συγκέντριυσης του σε κάθε δείγμα (Πίνακας 2). Από αυτά δημιουργήθηκαν 
διαλύματα RNA 5μg με DEPC. Ακολούθησε η σύνθεση cDNA με δύο τρόπους: είτε 
απευθείας χρησιμιοποιώντας τους εξείδικευμένους εκκινητές για κάθε γονίδιο, με 
ταυτόχρονη ενίσχυση του κάθε μορίου cDNA που παράγεται με την βοήθεια PCR 
σε ένα στάδιο (One step RT-PCR), είτε με χρησιμοποίηση αρχικά ως εκκινητή 
oligodT(i8) έτσι ώστε όλα τα αρχικά μόρια mRNA να μετατραπούν σε cDNA και να 
ακολουθήσει ένα δεύτερος κύκλος ενίσχυσης των υπό μελέτη γονιδίων με PCR σε 
ένα δεύτερο στάδιο χρησιμοποιώντας τους εξείδικευμένους εκκινητές. Η πρώτη 
μέθοδος βασίστηκε στην χρησιμοποίηση του συστήματος Robus Τ II RT-PCR kit 
(FINNZYMES). Εξασφαλίζει την σε ένα βήμα παραγωγή ενίσχυμένων τμημάτων 
cDNA χωρίς να μεσολαβούν δύο βήματα για την ανίχνευση του τελικού 
προϊόντος.
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Συνοπτικά το μίγμα της αντίδρασης περιέχει τα εξής: 
10Χ Robus Τ reaction buffer 5,0 μΣ
50 mM MgC12 1,5 μΣ
dNTPs mix 1,0 μΣ
RNase inhibitor 0,5 μΣ
Template RNA 1,0 mg
FWD primer 100 pm les
REV primer 100 pmoles
M-MuRV Reverse Transcripase 2,0 μΣ
Dynazyme EXT DNA polymerase 2,0 μΣ
Rnase-free water 35 μΣ
Τελικός Ογκος 50 μΣ
Η αντίδραση περιλαμβάνει τα εξής στάδια:
1. cDNA synthesis (Σύνθεση cDNA)
48 C 30 min
94 C 2 min (1 cycle)
2. PCR amplification (ενίσχυση)
94 C 30 sec 
60 C 1 min
72 C 1 min (30 cycles)
3. Final extension (τελική έκταση)
72 C 7 min
4. End and overnight storage (τέλος αντίδρασης και φύλαξη δειγμάτων)
4 C οο
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Ημέρα Ποσότητα
δειγμάτων
Α/Α
Δείγμα
τος
Βάρος
<8>
Βάρος
δείγματο
ς
Ομάδας
Ελέγχου
(g)
Ομάδα
Ελεγχο
υ
RNA
^g/mL)
Βάρος
δείγματος
Ομάδας
Θεραπεία
9(g)
Ομάδα
Θεραπεία
ς
RNA
^g/mL)
0 1 3 2700 0.042 142.9 0.057 179.5
1 4 1 4030 0.035 135.5 0.030 173.6
11 4060 0.079 205.3 0.076 205.3
20 4050 0.062 142.7 0.056 151.8
26 3350 0.073 155.2 0.064 169.4
2 2 5 3800 0.044 136.7 0.042 151.2
6 4060 0.074 170.5 0.055 228.2
3 1 15 3280 0.094 147.4 0.082 155.9
5 3 8 3480 0.081 149.9 0.106 156.4
9 3370 0.075 160.7 0.089 179.9
10 3940 0.091 169.6 0.083 194.7
6 1 7 4080 0.080 168.6 0.064 185.9
7 3 22 3980 0.065 165.1 0.058 178.2
27 3500 0.080 170.2 0.089 185.4
28 3730 0.056 165.1 0.065 178.3
8 1 4 3600 0.063 150.2 0.080 175.2
9 1 2 3700 0.084 209.3 0.096 499.6
12 2 13 3200 0.062 185.2 0.056 195.1
24 3230 0.082 189.5 0.078 200.4
14 4 16 3070 0.069 165.1 0.057 190.2
19 3370 0.074 178.2 0.062 185.7
21 3500 0.048 138.7 0.045 158.8
23 3360 0.098 165.3 0.095 189.1
17 1 12 2560 0.056 158.2 0.045 178.3
21 5 14 3140 0.065 165.7 0.051 189.2
15 3280 0.089 175.3 0.097 185.4
17 2700 0.078 154.2 0.067 152.7
18 3700 0.060 150.4 0.085 167.8
25 2880 0.085 169.1 0.064 179.6
Πίνακας 3 Τιμές συγκέντρωσης RNA κάθε δείγματος που προσδιορίστηκαν μετά από 
φωτομέτρηση όλων των δειγμάτων ολικού RNA και τις δύο ομάδες, ομάδα θεραπείας και 
ομάδα ελέγχου.
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Ακολούθως τα τελικά προϊόντα αναλύονται σε πηκτή αγαρόζης 2% και το 
αποτέλεσμα της ηλεκτροφόρησης αποτυπώνεται με ψηφιακή φωτογράφηση σε 
σύστημα ανάλυσης εικόνας VILBER-LURMAT TP-001-FDC.
Η δεύτερη μέθοδος η οποία βασίζεται στην ενίσχυση των υπό μελέτη 
γονιδίων σε δύο βήματα περιλαμβάνει την αρχική σύνθεση ολικού cDNA σε 
μίγμα αντίδρασης αντίστροφης μεταγραφής το οποίο περιλαμβάνει τα εξής:
10Χ Robus Τ reaction buffer 
dNTPs mix 
RNase inhibitor 
Template RNA 
oligodT(in)
50 mM DTT
M-MuLV Reverse Transcripase 
Rnase-free water 
Τελικός Όγκος
5.0 pL 
4,0pL 
0,5 pL
1.0 pg
2.0 pL (100 pmoles)
6.0 pL 
0,5 pL 
31 pL
50 pL
Οι συνθήκες της αρχικής αντίδρασης σύνθεσης cDNA είναι: 
25°C 30 min
37°C 120 min
65°C 15 min (1 cycle)
Τα προϊόντα της αντίδρασης φωτομετρούνται (Α260) για τον ακριβή 
προσδιορισμό της συγκέντρωσης cDNA, η οποία θα χρησιμοποιηθεί στο δεύτερο 
στάδιο ενίσχυσης μέσω PCR.
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Κάθε μίγμα της αντίδρασης περιλαμβάνει τα εξής:
10Χ Robus Τ reaction buffer 2,5 pL
50 mM MgCL2 2,0 pL
dNTPs mix (10 mM each) 2,0 pL
Template cDNA 0Φ pg
FWD primer 100 pmoles
REV primer 100 pmoles
Dynazyme EXT DNA polymerase 2,0 pL
Rnase-free water 11 pL
Τελικός Όγκος 50 pL
Τα βήματα της αντίδρασης έχουν ως εξής:
1. PCR amplification
94°C 30 sec 
60°C 1 min
72°C 1 min (30 cycles)
2. Final extension
72°C 7 min
3. End and overnight storage
4°C oo
Ακολούθως τα τελικά προϊόντα αναλύονται σε πηκτή αγαρόζης 2% και το 
αποτέλεσμα της ηλεκτροφόρησης αποτυπώνεταί με ψηφιακή φωτογράφηση σε 
σύστημα ανάλυσης εικόνας VILBER-LURMAT TP-001-FDC. Όλα τα δείγματα 
φυλάσσονται για περαιτέρω αναλύσεις στους -20°C.
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3.8 ΗΜΙ-ΠΟΣΟΤΙΚΗ, RT-PCR
3.8.1Καθορισμός συνθηκών της μεθόδου
Η RT-PCR αντίδραση (Reverse Transcription - Polymarase Chain Reaction- 
Αντίστροφης Μεταγραφής - Αλυσιδωτή Αντίδραση Πολυμεράσης) είναι μία 
αρκετά ευαίσθητη μέθοδος μέσω της οποίας μπορούν να ανιχνευθούν μικρά 
ποσά RNA χάρη στην αντίστροφη μεταγραφή. Παρόλα αυτά, η ακριβής 
ποσοτίκοποίηση δεν είναι πάντα εφικτή με την απλή PCR μιας και το ποσό του 
ενίσχυμένου προϊόντος δεν αντανακλά απαραίτητα την ποσότητα του μορίου που 
υπάρχει αρχικά στην αντίδραση. Το γεγονός αυτό οφείλεται στην «φάση 
κορεσμού» της PCR, η οποία προκαλείται από:
1. Απενεργοποίηση της Taq πολυμεράσης
2. Έλλειψη του νουκλεοτιδίκού υποστρώματος
3. Έλλειψη εκκινητών
4. Αναστολή του πυροφωσφορ lko0 άλατος
5. Επανασυγκόλληση εκκινητών σε ήδη ενισχυμένα cDNA
Στη διάρκεια αυτής της φάσης, αποκτάται περίπου η ίδια ποσότητα 
ενίσχυμένων προϊόντων, μετά το πέρας αρκετών PCR επαναλήψεων. Για να 
ξεπεραστεί αυτό το εμπόδιο, απαιτείται η εύρεση του κατάλληλου πρωτοκόλλου 
PCR για το κάθε μόριο ξεχωριστά, έτσι ώστε να αποκτάται επαρκής ποσότητα 
προϊόντος κατά την εκθετική φάση.
Για όλα τα μόρια πραγματοποιήθηκαν δύο σειρές αντιδράσεων σε τρεις 
επαναλήψεις η καθεμιά. Στην πρώτη σειρά σε κάθε περίπτωση 
χρησιμοποιήθηκαν 250 μg cDNA και στη δεύτερη 500 μg cDNA.
Μετά το πέρας των 15 κύκλων και για κάθε 3 κύκλους αφαιρούνταν 5μ1 
από το μίγμα της αντίδρασης. Σε κάθε νέο δείγμα προσθέτονταν 3μ1 loading 
buffer και διατηρούνταν στους 4 °C μέχρι το τέλος της αντίδρασης.
Όταν ολοκληρώνονταν και η τελευταία δειγματοληψία, τα δείγματα 
αναλύονταν σε πηκτή αγαρόζης 2%. Τα ηλεκτροφορήματα φωτογραφίζονταν και 
αποθηκεύονταν ηλεκτρονικά. Στη συνέχεια με βάση τη μεθοδολογία της
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πυκνομετρίας η εικόνα αναλύονταν καί τελικά καθορίζονταν ο επιθυμητός 
αριθμός των κύκλων για κάθε μόριο. Η ανάλυση όλων ψηφιακών εικόνων έγινε 
χρησιμοποιώντας το πρόγραμμα ανάλυσης εικόνας ImageQUANT TL 2005 
(AMERSHAM Bioscienes). Η τιμή της πυκνομετρίας για κάθε ζώνη 
λογαριθμοποιήθηκε (Log pixel) και ακολούθησε αφαίρεση του background.
3.8.2. Η ημι-ποσοτική RT-PCR
Σύμφωνα με τη συγκεκριμένη μεθοδολογία, για την ακριβή μέτρηση των 
επιπέδων έκφρασης συγκεκριμένων γονιδίων - στόχων στα κύτταρα, τα επίπεδα 
cDNA που εφαρμόζονται κανονικοποιούνται σε ένα πάγιο ποσό. Κάτι τέτοιο 
επιτυγχάνεται εφαρμόζοντας την ίδια τεχνική RT-PCR και ενισχύοντας ένα 
εσωτερικό μόριο αναφοράς (internal standard) [Boykiw R. et al.]. To γονίδιο 28S 
rRNA είναι ένα μόριο το οποίο μπορεί εύκολα να παίξει αυτό το ρόλο μιας και 
εκφράζεται σε όλα τα είδη κυττάρων και σε μεγάλη ποσότητα. Εφ' όσον το 
γονίδιο στόχος και το γονίδιο αναφοράς ενισχύονται μιέσω της RT- PCR, στη 
συνέχεια τοποθετούνται στην ίδια θέση στην πηκτή ηλεκτροφόρησης. Από κάθε 
ηλεκτροφόρημα και με τη μέθοδο της πυκνομετρίας, υπολογίστηκε ο λόγος του 
σήματος μεταξύ του εκφραζόμενου γονιδίου- στόχου και του εκφραζόμενου 
γονιδίου- αναφοράς.
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4. Αποτελέσματα
4.1 Προσδιορισμός παραμέτρων ημι-ποσοτικής PCR
Ο αρχικός σκοπός μας ήταν η εύρεση του κατάλληλου πρωτοκόλλου PCR 
για το κάθε μόριο ξεχωριστά, ώστε να αποκτάται ικανοποιητική ποσότητα 
προϊόντος κατά την εκθετική φάση της αντίδρασης.
Μελέτες έκφρασης του γονιδίου του 28S rRNA
Για την εύρεση του κατάλληλου αριθμού κύκλων της PCR για το μόριο του 
28S rRNA έγιναν έξι δειγματοληψίες, μεταξύ του 10ου και του 35ου κύκλου της 
αντίδρασης. Τα αποτελέσματα παρουσιάζονται στην εικόνα 9 βάση της 
καμπύλης επιλέχθηκαν οι 30 κύκλοι για την εφαρμογή του ημι-ποσοτικού 
προσδιορισμού.
Αριθμός κύκλων
Εικόνα 9 (Α) Συσχέτιση της έντασης του σήματος με τον αριθμό των κύκλων στο μόριο του 
28SrRNA. (Β) Φωτογραφία του ηλεκτροφορήματος των δειγμάτων που χρησιμοποιήθηκαν 
για την κατασκευή της καμπύλης. (Γ) Φωτογραφία του ηλεκτροφορήματος μετά από 
επεξεργασία της ψηφιακής εικόνας με το πρόγραμμα ανάλυσης ImageQUANT TL 2005.
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Για το μόριο του κολλαγόνου πραγματοποιήθηκε η ίδια διαδικασία. Έγιναν 
έξι δειγματοληψίες, μεταξύ του 10ου και του 35ου κύκλου της αντίδρασης, τα 
αποτελέσματα παρουσιάζονται στην εικόνα 10, βάση της καμπύλης επιλέχθηκαν 
οι 30 κύκλοι για την εφαρμογή του ημι-ποσοτικού προσδιορισμού.
Μελέτες έκφρασης του γονιδίου του κολλαγόνου τύπου I
Αριθμός Κύκλων
Εικόνα 10: Α. Συσχέτιση της έντασης του σήματος με τον αριθμό των κύκλων στο μόριο του 
κολλαγόνου. Β. Φωτογραφία του ηλεκτροφορήματος των δειγμάτων που 
χρησιμοποιήθηκαν για την κατασκευή της καμπύλης. Γ. Φωτογραφία του 
ηλεκτροφορήματος μετά από επεξεργασία της εικόνας με το πρόγραμμα ανάλυσης 
ImageQUANT TL 2005.
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Τέλος, η συσχέτιση της έντασης του σήματος με τον αριθμό τον κύκλων, για 
το μόριο tRNAG,y, έγινε με την ίδια διαδικασία, δηλαδή, έγιναν έξι δειγματοληψίες, 
μεταξύ του 10ου και του 35ου κύκλου της αντίδρασης. Τα αποτελέσματα 
παρουσιάζονται στην εικόνα 11, βάση της καμπύλης επιλέχθηκαν οι 30 κύκλοι 
για την εφαρμογή του ημι-ποσοτικού προσδιορισμού.
Μελέτες έκφρασης του γονιδίου του tRNAG,y
Αριθμός Κύκλων
(Β)
Εικόνα 11: Α. Συσχέτιση της έντασης του σήματος με τον αριθμό των κύκλων στο μόριο του 
tRNAc|y. Β. Φωτογραφία του ηλεκτροφορήματος των δειγμάτων που χρησιμοποιήθηκαν για 
την κατασκευή της καμπύλης.
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Σε όλα τα δείγματα των τενοντίων μοσχευμάτων καί από τις δυο ομάδες, 
ομάδα θεραπείας και ομάδα ελέγχου, εξετάστηκαν με τη μέθοδο της ημι- 
ποσοτικής RT-PCR τα επίπεδα έκφρασης των υπό μελέτη γονιδίων, biglycan και 
κολλαγόνο τύπου I, του tRNAG'y καθώς και του γονίδιου αναφοράς 28S rRNA. 
Κολλαγόνο I
Σε όλα τα δείγματα των τενοντίων μοσχευμάτων και των δύο ομάδων 
εξετάστηκαν τα επίπεδα έκφρασης των γονιδίων κολλαγόνου τύπου I και 28S 
rRNA (εικόνα 10). Στη συνέχεια, μετρήθηκε η ένταση του εκάστοτε σήματος, οι 
τιμές λογαριθμήθηκαν και τέλος υπολογίστηκαν οι λόγοι έκφρασης των δύο 
γονιδίων μεταξύ τους (πίνακας 4,5).
4.2 Αποτελέσματα έκφρασης γονιδίων
ΟΜΑΔΑ ΗΜΕΡΑ
ΑΡΙΘΜΟΣ
ΔΕΙΓΜΑΤΟΣ Collagen 1 28SrRNA Ratio
ΕΛΕΓΧΟΥ ο 3 4,250 3,320 1,280
1 1 4,220 3,284 1,285
1 11 4,190 3,256 1,287
1 20 4,250 3,305 1,286
1 26 4,230 3,305 1,280
2 5 4,260 3,315 1,285
2 6 4,140 3,209 1,290
3 15 4,160 3,255 1,278
5 8 4,160 3,250 1,280
5 9 4,190 3,268 1,282
5 10 4,220 3,271 1,290
6 7 4,280 3,313 1,292
7 22 4,340 3,364 1,290
7 27 4,220 3,264 1,293
7 28 4,110 3,189 1,289
8 4 4,650 3,605 1,290
9 2 4,440 3,437 1,292
12 13 4,450 3,320 1,290
12 24 4,350 3,367 1,292
14 16 4,260 3,292 1,294
14 19 4,330 3,341 1,296
14 21 4,480 3,459 1,295
14 23 4,460 3,320 1,289
17 12 4,440 3,440 1,291
21 14 4,390 3,390 1,295
Πίνακας 4: Τιμές των επιπέδων έκφρασης (log pixel) του εκάστοτε γονιδίου ανά δείγμα και ο 
σχετικός Λόγος έκφρασης (relative ratio) των δύο γονιδίων στα δείγματα της ομάδας ελέγχου.
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ΟΜΑΔΑ ΗΜΕΡΑ
ΑΡΙΘΜΟΣ
ΔΕΙΓΜΑΤΟΣ Collagen 1 28SrRNA Ratio
US ΘΕΡΑΠΕΙΑ 0 3 4,250 3,307 1,285
1 1 4.220 3,284 1,285
1 11 4,190 3,256 1,287
1 20 4,250 3,297 1,289
1 26 4,230 3,292 1,285
2 5 4,260 3,302 1,290
2 6 4,140 3,204 1,292
3 15 4,160 3,220 1,292
5 8 4,160 3,225 1,290
5 9 4,190 3,248 1,290
5 10 4,220 3,259 1,295
6 7 4,280 3,297 1,298
7 22 4,340 3,344 1,298
7 27 4,220 3,246 1,300
7 28 4,110 3,157 1,302
8 4 4,650 3,574 1,301
9 2 4,440 3,421 1,298
12 13 4,450 3,428 1,298
12 24 4,350 3,346 1,300
14 16 4,260 3,264 1,305
14 19 4,330 3,333 1,299
14 21 4,480 3,433 1,305
14 23 4,460 3,405 1,310
17 12 4,440 3,413 1,301
21 14 4,390 3,377 1,300
Πίνακας 5: Τιμές των επιπέδων έκφρασης (log pixel) του εκάστοτε γονιδίου ανά δείγμα και ο 
σχετικός Λόγος έκφρασης (relative ratio) των δυο γονιδίων στα δείγματα της ομάδας 
θεραπείας.
Έτσι, με βάση τους δύο πίνακες σχεδιάστηκαν τα παρακάτω 
ιστογράμματα. Όπως παρατηρούμε και στα σχετικά ιστογράμματα φαίνεται πως 
η δι-οστική εφαρμογή LiUS φαίνεται ότι επηρεάζει την έκφραση του γονιδίου του 
κολλαγόνου τύπου I, αφού παρατηρήθηκε μεγαλύτερη αύξηση στα επίπεδα του 
mRNA στην ομάδα θεραπείας σε σχέση με την ομάδα ελέγχου (εικόνα 12). 
Παρατηρούμε μια σημαντική αύξηση στα επίπεδα του mRNA της ομάδας ελέγχου 
από την έβδομη μέρα και μετά της δι-οστικής εφαρμογής των LiUS. Η βαθμιαία 
αύξηση πιθανώς ευοδώνει τη διαδικασία μεταλλαγής κολλαγόνου κατά την 
συνδεσμοποίηση.
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Εικόνα 12: Επίπεδα έκφρασης mRNA του κολλαγόνου τύπου I στο σύνολο όλων των 
δειγμάτων που εξετάστηκαν στα διαφορετικά χρονικά διαστήματα και στις δύο ομάδες 
(κίτρινο: ομάδα ελέγχου, πορτοκαλί: ομάδα θεραπείας).
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Εικόνα 13: (Α) Μέσος όρος επιπέδων έκφρασης mRNA του κολλαγόνου τύπου I όλων των 
δειγμάτων της ίδιας μέρας και στις δύο ομάδες (κίτρινο: ομάδα ελέγχου, πορτοκαλί: ομάδα 
θεραπείας). (Β) Φωτογραφία του ηλεκτροφορήματος των δειγμάτων που 
χρησιμοποιήθηκαν για την κατασκευή του ιστογράμματος
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tRNA γλυκίνης
Σε όλα τα δείγματα των τενοντίων μοσχευμάτων καί των δύο ομάδων 
εξετάστηκαν τα επίπεδα έκφρασης των γονιδίων του tRNA γλυκίνης καί 28S 
rRNA (εικόνα 11). Στη συνεχεία, μετρήθηκε η ένταση του εκάστοτε σήματος, Οί 
τιμές λογαρίθμήθηκαν καί τέλος υπολογίστηκαν οί λόγοι έκφρασης των δύο 
γονιδίων μεταξύ τους (πίνακας 6, 7).
ΟΜΑΔΑ ΗΜΕΡΑ
ΑΡΙΘΜΟΣ
ΔΕΙΓΜΑΤΟΣ tRNAc'y 28SrRNA Ratio
Ελέγχου 0 3 3,307 1,285
1 1 HH 3,284 1,283
1 11 Km 3,256 1,287
1 20 Wfim 3,297 1,281
1 26 4,230 3,292 1,281
2 5 4,260 3,302 1,282
2 6 4,125 3,204 1,280
3 15 4,160 3,220 1,285
5 8 4,160 3,225 1,290
5 9 4,190 3,248 1,290
5 10 4,220 3,259 1,286
6 7 4,280 3,297 1,290
7 22 4,340 3,344 1,298
7 27 4,220 3,246 1,300
7 28 4,110 3,157 1,302
8 4 4,651 3,574 1,304
9 2 4,440 3,421 1,298
12 13 4,450 3,428 1,298
12 24 4,352 3,346 1,308
16
19
21
23
12
14
I
4,440
4,390 3,377
1,305
1,299
3,264
3,333
3,433
3,405
3,413 1,301
1,305
1,310
1,300
Πίνακας 6: Τιμές των επιπέδων έκφρασης (log pixel) του εκάστοτε γονιδίου ανά δείγμα και ο 
σχετικός λόγος έκφρασης (relative ratio) των δυο γονιδίων στα δείγματα της ομάδας ελέγχου.
Με βάση τους παραπάνω πίνακες σχηματιστήκαν το ιστόγραμμα (εικόνα 14). 
Επιπλέον, με βάση τα αποτελέσματα της ημι-ποσοτικής RT-PCR παρατηρείται 
σημαντική αύξηση της έκφρασης του γονιδίου του tRNAGiy στην ομάδα θεραπείας
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ΗΜΕΡΑ
ΑΡΙΘΜΟΣ
ΔΕΙΓΜΑΤΟΣ tRNAc|y 28SrRNA Ratio
US ΘΕΡΑΠΕΙΑ 0 3 4,262 3,320 1,284
1 1 4,220 3,284 1,285
1 11 4,183 3,256 1,285
1 20 4,250 3,305 1,286
1 26 4,200 3,305 1,272
2 5 4,269 3,315 1,288
2 6 4,140 3,209 1,290
3 15 4,160 3,255 1,294
5 8 4,193 3,250 1,290
5 9 4,232 3,268 1,295
5 10 4,220 3,271 1,290
6 7 4,280 3,313 1,292
7 22 4,406 3,364 1,310
7 27 4,262 3,264 1,306
7 28 4,193 3,189 1,315
8 4 4,722 3,605 1,310
9 2 4,440 3,437 1,292
12 13 4,359 3,320 1,313
12 24 4,430 3,367 1,316
14 16 4,328 3,292 1,315
14 19 4,410 3,341 1,320
14 21 4,513 3,459 1,305
14 23 4,382 3,320 1,320
17 12 4,527 3,440 1,307
21 14 4,541 3,390 1,311
Πίνακας 7: Τιμές των επιπέδων έκφρασης (log pixel) του εκάστοτε γονιδίου ανά δείγμα και ο 
σχετικός λόγος έκφρασης (relative ratio) των δύο γονιδίων στα δείγματα της ομάδας 
θεραπείας.
σε σχέση με την ομάδα ελέγχου. Παρατηρήθηκε πως στις αρχικές μέρες 
θεραπείας εμφανίζεται σημαντική μεταβολή των επιπέδων έκφρασης του 
γονιδίου. Καθώς όμως η χρονική διάρκεια θεραπείας αυξανόταν, παρατηρήθηκε 
μία σημαντική μεταβολή, ιδίως από τη 5^ ως την ΙΉ ημέρα (εικόνα 14Α). Τα 
αποτελέσματα συμβαδίζουν με εκείνα που προέκυψαν από την μελέτη του 
γονιδίου του κολλαγόνου τύπου I (εικόνα 14Β).
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Encova 14: (A). Μέσος όρος επιπέδων έκφρασης mRNA του tRNAG|y όλων των δειγμάτων της 
ίδιας μέρας και στις δύο ομάδες. (Κίτρινο: ομάδα θεραπείας, κόκκινο: ομάδα ελέγχου) (Β). 
Μέσος όρος επιπέδων έκφρασης mRNA του κολλαγόνου και του tRNAc|y όλων των 
δειγμάτων της ίδιας μέρας και στις δύο ομάδες, (κόκκινο: tRNAc|y, μπλε: κολλαγόνο).
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4.3. Ανίχνευση έκφρασης γονιδίων και φευδογονιδίου του tRNAG1y στο
Staphylococcus aureus
Όπως προαναφέρθηκε, το βακτήριο Staphylococcus aureus έχει τέσσερα 
γονίδια που κωδικοποιούν tRNA γλυκίνης και ένα ψευδόγονίδιο. Τα τέσσερα 
γονίδια είναι τα 1842TCC, 1843TCC, 2065TCC, 0516GCC. Τα αποτελέσματα της 
ημι-ποσοτικής RT-PCR επαληθεύουν ότι τα γονίδια κωδικοποιούν tRNA (εικόνα 
15). Για το ψευδογονίδιο εμφανίζονται δύο μπάντες, η μία αντιστοιχεί σε 70bp και 
η άλλη στις 270bp. Ύστερα από ανάλυση με sequencing και alignment (εικόνα 16) η 
πρώτη μπάντα έδειξε ότι αντιστοιχεί σε αλληλουχία tRNA, ενώ η δεύτερη δεν 
παρουσίασε καμία αντιστοίχηση. Το γεγονός αυτό οφείλεται στο ότι οι εκκινητές 
είναι αρκετά μεγάλοι και συνδέονται σε τυχαίες θέσεις στο cDNA.
1842TCC 1843TCC
I
Εικόνα 15: Ανίχνευση έκφρασης των γονιδίων και του ψευδογονιδίου του tRNA01? του 
St.aureus, με ημι-ποσοτική RT-PCR.
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Εικόνα 16: Sequencing και alignment του δείγματος με την αλληλουχία του ψευδογονιδίου και 
το χρωματογράφημα που έδωσε η ανάλυση.
Η αλληλουχία του ψευδογονιδίου είναι μερικώς τροποποιημένη από τα 
υπόλοιπα τέσσερα tRNA γονίδια στο Staphylococcus aureus. Συγκεκριμένα έχει μία 
θυμίνη στο δέκατο νουκλεοτίδιο, ενώ έχει δύο χαρακτηριστικές τριπλέτες 
νουκλεοτιδίων (ΑΤΑ) στη θέση 49 και (ΤΑΤ) στη θέση 63, όπως παρατηρείται και 
στο χρω ματογράφημα. Κατόπιν, οι αλληλουχίες των γονιδίων επεξεργάστηκαν 
από το πρόγραμμα tRNA scan. Αυτό το πρόγραμμα δίνει ένα εύρος τιμών που 
κυμαίνεται από 0-100.00, όσο μεγαλύτερη είναι η τιμή που δίνει μία αλληλουχία 
τόση μεγαλύτερη είναι η πιθανότητα να αντιστοιχεί σε tRNA. Παρατηρήθηκε πως 
τις μεγαλύτερες τιμές δίνουν τα γονίδια 0516GCC και 2065TCC (εικόνα 17). Το 
ψευδογονίδιο δεν έδωσε καμία τιμή, παρόλο που εκφράζεται και η αλληλουχία 
του δίνει δευτεροταγή δομή tRNA.
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Εικόνα 17: Δευτεροταγής δομή των τεσσάρων μορίων tRNAGI>' και του ψευδογονιδίου, και 
το σκορ που έδωσε το καθένα τους στο πρόγραμμα tRNA scan.
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5. Συζήτηση
Η σύνθεση των πρωτεϊνών από ένα αγγελιοφόρο μόριο RNA (mRNA) 
αποτελεί μία από τις σημαντικότερες διαδικασίες του κεντρικού δόγματος της 
βιοχημείας αφού από αυτήν εξαρτάται κατά ένα μεγάλο βαθμό η βιωσιμότητα 
των κυττάρων. Η σύνθεση των πρωτεϊνών επιτυγχάνεται με την αναγνώριση 
μιας συγκεκριμένης τριπλέτας κωδίκονίου στο mRNA από μία αντίστοιχη 
συμπληρωματική τριπλέτα αντικωδικονίου που αποτελεί τμήμα ενός μορίου 
tRNA. Όπως έχει ήδη αναφερθεί, το tRNA είναι ένα μικρό μόριο (έχει μήκος 73-95 
νουκλεοτίδικές βάσεις) και χαρακτηρίζεται από δύο βασικές ιδιότητες: (α) φέρει 
ομοιοπολικά προσδεμένο ένα αμενοξύ και (β) περιέχει μία συγκεκριμένη 
αλληλουχία, το αντικωδικόνιο, που είναι συμπληρωματικό του κωδίκονίου του 
mRNA.H μετάφραση περιλαμβάνει τρία στάδια: 1) τη σύνδεση των αμινοξέων με 
τα tRNA μόρια, 2) τη μεταφορά των aa-tRNA στο ριβόσωμα με τη βοήθεια του 
παράγοντα επιμήκυνσης EF-Tu και 3) τη δημιουργία πεπτιδοτού δεσμού μεταξύ 
των αμίνοξέο?ν.
Στη παρούσα εργασία εφαρμοστή καν υπέρηχοι χαμηλής έντασης (LiUS) 
στους τένοντες του Oryctolagus cuniculus και πραγματοποιήθηκε ανάλυση των 
προϊόντων της RT-PCR με σκοπό την ποσοτικοποίηση της έκφρασης των γονιδίων 
του κολλαγόνου τύπου I στην ομάδα θεραπείας σε σχέση με την ομάδα ελέγχου 
καθώς και τα αυξημένα επίπεδα μορίων tRNAG7 στους κολλαγονούχους από 
τους μη κολλαγονούχους ιστούς, ύστερααπό τη διοστική εφαρμογή των LiUS.
Η δι-οστική εφαρμογή LiUS φαίνεται ότι επηρεάζει έκφραση γονιδίων του 
κολλαγόνο τύπου I. Ύστερα από τη LiUS θεραπεία στον ιστό διαπιστώθηκε 
σημαντική αύξηση του γονιδίου που κωδικοποιεί το κολλαγόνο τύπου I στην 
ομάδα θεραπείας σε σχέση με την ομάδα ελέγχου, ιδιαίτερα από την έβδομη μέρα 
θεραπείας. Το γεγονός αυτό οφείλεται στο ότι οι μεταβολές επιπέδων μορίων 
mRNA μπορεί να σχετίζονται με ταχύτερη ωρίμανση και ενσωμάτωση τενοντίου 
μοσχεύματος κατά την ανακατασκευή ΠΧΣ με τενόντιο μόσχευμα. Η σύνθεση 
του κολλαγόνου κατά τη συνδεσμοποίηση πιθανότατα διεγείρεταί από
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αυξητικούς παράγοντες (κυρίως TGF-βι, αφού μελέτες - Yamazaki et al - έδειξαν 
ότι η εξωγενής χορήγηση TGF-βι αυξάνει τη σύνθεση και την ωρίμανση των 
κάθετων ινών κολλαγόνου στη δίεπίφάνεια οστού-τενοντίου μοσχεύματος 
συμβάλλοντας στην ενσωμάτωση του μοσχεύματος στο οστικό τούνελ κατά την 
ανακατασκευή του ΠΧΣ) που απελευθερώνονται από τις ινοβλάστες καθώς και 
από τις μηχανικές δυνάμεις που ασκούνται συμβάλλοντας στην ωρίμανση του 
κολλαγόνου και την καλύτερη ενσωμάτωση του τενοντίου μοσχεύματος στο 
οστούν. Συνεπώς, συμπεραίνεται πως ol LiUS ευοδώνουν τη διαδικασία 
μεταλλαγής κολλαγόνου κατά την συνδεσμοποίηση.
Μελέτες σε ιστούς που συνθέτουν κολλαγόνο τύπου I δείχνουν ότι αυτοί οι 
ιστοί αυξάνουν την χρήση των μορίων tRNAG'y [Leboy PSet al], σε σχέση με αυτούς 
που δεν συνθέτουν. Επομένως, ερευνήθηκε και η παρουσία του μορίου του 
tRNAGI-v στα αυξημένα επίπεδα έκφρασης κολλαγόνου τύπου I που προέκυφαν 
από την δυοστική εφαρμογή των υπερήχων. Έτσι παρατηρείταί μία ανάλογη 
αύξηση στην έκφραση και αυτών τον γονιδίων, ιδιαίτερα από τη πέμπτη μέρα 
μέχρι και την εικοστή. Τα αυξημένα επίπεδα του tRNAG*y οφείλονται στη 
ποσοτική υπεροχή του αμίνοξέος της γλυκίνης (Gly) στο μόριο του κολλαγόνου 
τύπου I. Συμπεραίνεται λοιπόν πως η θεραπεία με LiUS εκτός ότι επηρεάζει την 
έκφραση σημαντικών γονιδίων, όπως του κολλαγόνου τύπου I, εμπλέκει και 
επηρεάζει και παράγοντες πρωτεϊνοσύνθεσης.
Συνεπώς, ιδιαίτερο ενδιαφέρον παρουσιάζει η μελέτη έκφρασης των 
γονιδίων και σε διαφορετικούς μοντέλα - οργανισμούς για μεγαλύτερο χρονικό 
διάστημα, με σκοπό την εύρεση κατάλληλου χρονικού εύρους θεραπείας, η 
ανοσοϊστοχημίκή ανάλυση σε επίπεδο πρωτεϊνών. Καθώς και η μελέτη έκφρασης 
και άλλων γονιδίων και παραγόντων πρωτεϊνοσύνθεσης. Τέλος, μελέτες 
υποδεικνύουν πως το μόριο του tRNA εμπλέκεται και στον καρκίνο. Είναι γνωστό 
πως ασθενείς με καρκίνο είχαν αυξημένα επίπεδα μεθυλιωμένων πουρενών, των 
οποίων η προέλευση είναι από τη καταστροφή των tRNAs.
Το μόριο του tRNAG|y παίζει σημαντικό ρόλο και στους προκαρυωτικούς 
οργανισμούς, ιδιαίτερα στο Staphylococcus aureus. Το κυτταρικό τοίχωμα του
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Staphylococcus aureus αποτελείται από είκοσι ή και περισσότερες στρώσεις 
γραμμικών αλυσίδων γλυκάνης που έχουν εναλλασσόμενα μόρια Ν- 
ακετυλογλυκοζαμίνης (GlcNAc) και Ν-ακετυλομουραμίκού οξέος (MuNAc ). Δύο 
γειτονικές αλυσίδες πεπτιδογλυκάνης ενώνονται μεταξύ τους με ένα 
ιντερπεπτίδιο πενταγλυκίνης. Το βακτήριο Staphylococcus aureus έχει τέσσερα 
γονίδια που κωδικοποιούν μόρια tRNA γλυκίνης και ένα ψευδόγονίδιο (τα 
1842TCC, 1843TCC, 2065TCC, 0516GCC). Τα αποτελέσματα της ημι-ποσοτικής RT- 
PCR επαλήθευσαν ότι τα γονίδια κωδικοποιούν μόρια tRNA, ακόμα και το 
ψευδογονίδιο. Κατά συνέπεια πρέπει να διευκρινιστεί ο ρόλος του μορίου του 
tRNAG‘y που κωδάτοποιείται από το ψευδογονίδιο, δηλαδή εάν έχει ρόλο δομικό 
(συμμετοχή στο ιντερπεπτίδιο της γλυκίνης και αν ναι δημιουργία αναστολέων 
έκφρασης ) ή συμμετέχει στη πρωτείνοσυνθεση. Αλλωστε, το γονίδιο του μορίου 
του tRNAG1y , όπως και πολλών άλλων γονιδίων -εξαρτώμενων από αμινοξέα, 
ανήκει στη οικογένεια του Τ-Box. Η έκφραση αυτών των γονιδίων ρυθμίζεται από 
τους ριβοδιακόπτες, που βρίσκονται στην αμετάφραστη περιοχή των mRNAs. Ol 
ρίβοδιακόπτες καθορίζονται από δύο κριτήρια: α) την άμεση σύνδεση ενός 
μεταβολίτη στο RNA και β) την εξαρτώμενη ρύθμιση της έκφρασης των γονιδίων 
(εικόνα 19). Επομένως , το μορίο του tRNAQy έχει ρόλο ρυθμιστικό στα βακτήρια, 
αφού όταν είναι αμινοακυλιομένο (φορτισμένο) μπορεί να συνδεθεί με τους 
ριβοδιακόπτες στο mRNA και να αναστείλειτη μεταγραφή (εικόνα 18).
Εικόνα 18: Όταν το μόριο tRNAc|y είναι φορτισμένο συνδέεται με τους ριβοδιακόπτες στο 
mRNA και αναστέλλει τη μετάφραση.
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Biosynthetic and/or transport proteins are 
expressed.
Case
Metabolite is abundant.
d
*
Transcription is terminated. 
Proteins are downregulated
uuuuu
Εικόνα 19:(A) Ο μεταβολίτης είναι σε χαμηλά επίπεδα, οπότε δεν γίνεται η σύνδεση με το 
ριβοδιακόπτη και η μετάφραση γίνεται κανονικά. (Β) ο μεταβολίτης είναι άφθονος, 
συνδέεται με το ριβοδιακόπτη του RNA και παρεμποδίζει τη μετάφραση.
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